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研究成果の概要（和文）：マウス皮下脂肪組織をコラゲナーゼ処理し遠心分離により脂肪由来幹細胞の分離方法
をまず確立した。続いて脂肪由来幹細胞の持つ抗炎症性作用により脂肪組織における慢性炎症を抑制させること
ができるかどうかについて、試験管内で検討を行った。脂肪細胞に脂肪由来幹細胞の培養上清を添加して培養を
行うと、悪玉アディポカインの発現量は有意に減少させたが、善玉アディポカインの発現量は減少させなかっ
た。
次に、２型糖尿病モデルマウスを作製し、これらを２群に分け、偽手術群と脂肪由来幹細胞シートの皮下移植群
を行い、10日目にインスリン負荷試験を行って糖代謝能の検討を行った。細胞シート移植群でインスリン抵抗性
改善を認めた。

研究成果の概要（英文）：Adipose-derived stem cells (ADSCs) were obtained from mouse subcutaneous 
adipose tissues digested by collagenase and centrifugation. Next, anti-inflammatory effects of ADSCs
 on the adipose tissues were examined in vitro culture system. In brief, the adipocytes were 
cultured in the addition of ADSC culture supernatant and the cells were analyzed the expressions of 
good and bad adipokines. We found out bad adipokines were decreased, on the other hand, good 
adipokines were not changed by the addition of ADSC supernatant.
Further we examined the beneficial effect of ADSCs on the Type 2 diabetic mice. The mice were 
divided to two groups to be subjected to ADSC sheet transplantation and sham operation groups, 
respectively. After the operation,on Day 10, we performed the insulin tolerance test and found out 
the insulin resistance were recovered by ADSC transplantation compared with the sham operation.
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１． 研究開始当初の背景 
 
（１） 研究の学術的背景 

① 研究を始める動機 
 アディポネクチンは肥満と関連し脂肪細
胞から産生分泌され、肥満が進行するとその
産生量も減少することから、脂質の取り込み
や合成に関わる重要なサイトカインであり、
下述の通り血管リモデリング抑制作用もも
つと考えられている。研究代表者は肥満が進
行すると miR-378 の発現量が増加し、アディ
ポネクチン発現量は減少することを見出し
た(PlosOne 2014)。それは、脂肪組織におけ
る miR-378 が善玉サイトカインであるアデ
ィポネクチンの産生量を試験管内や生体内
においても負に抑制していることを明らか
にした。以上の研究より、肥満患者が発症し
うる心筋梗塞やアテローム性動脈硬化症な
どの制圧には肥満をいかに抑えるかが重要
であることを感じ、本研究課題の着想のきっ
かけの一つとなった。 

② 脂肪組織による心血管病の病態形
成と脂肪由来幹細胞 

血管周囲を覆う血管周囲脂肪組織は、近年、
その特異な役割について注目されつつある。
ヒトの心臓周囲脂肪組織は近接した冠動脈
壁にさまざまなサイトカインを放出してい
ることが知られ、それらが何らかの循環器疾
患の発症に関与していることが考えられて
いる。また、冠動脈バイパス手術を受ける患
者の心臓周囲脂肪組織は皮下脂肪組織より
も過剰の IL-1β, IL-6, TNF-α, MCP-1 など
の炎症性サイトカイン発現が上昇し、抗炎症
性サイトカインであるアディポネクチンの
発現量が低下している(ATVB, 2013）。一方、
肥満時において血管周囲脂肪は、炎症を惹起
し血管リモデリングを促進するが、健常時は、
アディポネクチンを介して血管リモデリン
グを抑制することが報告されている (Circ 
Res. 2009)。肥満患者の脂肪組織では炎症性
サイトカインの産生や酸化ストレスの増加
が引き起こされ、インスリン抵抗性上昇・慢
性的な炎症反応が進行し、心筋梗塞や動脈硬
化などの病態が引き起こされていると考え
られている。 
また、興味深いことに脂肪組織中には多分

化能をもつ脂肪幹細胞と呼ばれる幹細胞が
含まれていることが知られ、自己免疫疾患や
組織修復などに新たな再生医療・細胞治療へ
の応用が注目されている。一方、肥満患者の
脂肪組織中に存在する脂肪幹細胞がどのよ
うな役割を担っているのかは、よく分かって
いない。 
このような背景から、研究代表者は脂肪幹

細胞が脂肪組織での慢性炎症に対する抑制
作用を有することを明らかにし、脂肪組織中
に含まれる脂肪幹細胞を用いて、肥満患者に
おける脂肪組織中の慢性炎症の治療方法の
開発を目指すことにした。 
 

 
２． 研究の目的 
 
本研究課題では、以下の 2 点に焦点を当てて
研究に取り組んだ。 
① 慢性炎症反応の場で脂肪幹細胞が脂肪組

織中での慢性炎症反応を抑制するような
効果をもつことを明らかにする。 
 

② 脂肪幹細胞を２型糖尿病・肥満モデル動
物へ投与すれば、脂肪組織での慢性炎症
が抑制され、メタボリックシンドローム
が改善することを明らかにする。 

 
３．研究の方法 
 
（１）試験管内で慢性炎症を再現し、脂肪幹
細胞の効果を確認する。 
脂肪細胞からは善玉の液性因子であるアデ
ィポネクチンと悪玉の液性因子である TNFα
や MCP-1 などが産生されている。しかし、炎
症が起こるとそのアディポネクチン産生レ
ベルは低下することが知られている。そこで、
図１のように試験管内で慢性炎症を模倣し
た。 

 
脂肪細胞として 3T3-L1 細胞株由来脂肪細胞
を用いる。そこに、液性分子のみが通過でき
るようなトランスウェルを乗せ、トランスウ
ェル上に脂肪由来幹細胞の培養を行う(図
１)。 
2－3日培養後に下層の脂肪細胞からRNAと細
胞可溶化物を調整し、それらに上述のような
善玉と悪玉の因子の発現量を定量 RT-PCR 法
により確認を行った。 
 
（２）肥満・2 型糖尿病モデルマウスを作出
し、脂肪由来幹細胞の投与により代謝機能が
改善するか？ 
 野生型マウスに高脂肪・高ショ糖含有餌を
約 6 か月与え、肥満・2 型糖尿病モデルマウ
スを作出した。これに、脂肪由来幹細胞を投
与するが、投与方法としては、市販の温度感
受性培養皿上で培養したものを室温放置で
シート状に乖離させたものをマウスの皮下
部へ移植する方法をとった。 
 具体的には直径１０ｃｍの温度感受性培
養皿に脂肪由来幹細胞を播き、細胞がコンフ
ルエントに達したとき室温に放置し、細胞を
シート状に乖離させ 1 匹のマウスに培養皿 1
枚分をマウスの皮下へ移植を行ったのち、10



日目にインスリン負荷試験（ITT）を行って
糖代謝能の改善を評価検討した。実験終了時
にはマウスを安楽死させ、各臓器・血液を採
取し炎症性サイトカインなどのマーカーの
定量などにより、細胞シート移植による治療
効果を評価した。 
 
４．研究成果 

 
（１） 脂肪由来幹細胞が抗炎症性作用をも

つか否かの検討について 
 脂肪細胞はマウス脂肪前駆細胞 3T3-L1 細
胞をインスリン・デキサメタゾン・IBMX を含
む培地で脂肪分化を行ったものを使用した。 
この細胞を２の方法でも述べたようにトラ
ンスウェルで仕切りを作り、脂肪幹細胞と脂
肪細胞が混ざらないが物質のやり取りはで
きるようにして培養を行った。 
 培養２４時間後に脂肪細胞からRNAを抽出
し、悪玉液性因子の発現量を確認したところ、
悪玉液性因子の発現は有意に下げる傾向が
確認できた。 
 このことより、脂肪由来幹細胞より何らか
の因子が分泌されて脂肪細胞の悪玉因子発
現量を低下させた可能性が示唆された。この
現象は、脂肪由来幹細胞の培養液を３０％程
度含む培地で培養しても同等の効果が得ら
れることが分かった（図２）。 

 
また、興味深いことに、未分化な 3T3-L1

細胞の培養上清では悪玉液性因子発現を抑
えることができないことから、この因子の産
生は脂肪由来幹細胞のみから産生された因
子であることが考えられた。 
 
（２） ２型糖尿病マウスにおける脂肪由来

幹細胞移植による治療効果の検討に
ついて 

脂肪由来幹細胞から分泌される何らか
の液性因子が炎症性サイトカインでもあ
る悪玉液性因子（TNFαなど）の産生の発
現を抑える可能性が示唆されたため、続い
て、２型糖尿病・肥満マウスにおける脂肪
組織中の慢性炎症反応や糖尿病という病
態を抑制させる効果を持つのではないか
と考えた。そこで、C57BL6 マウスに高ショ
糖・高脂肪食を約 6 か月にわたって与え、
２型糖尿病・肥満マウスを作製した。脂肪
由来幹細胞をどのように投与するかにつ
いて、議論した結果、市販の温度感受性培
養皿にて作成した細胞シートを皮下移植

することにした。マウス皮下にシート移植
群と偽手術群の２群に分け移植後、１０日
目にインスリン負荷試験を行ってマウス
のインスリン抵抗性を確認したところ、ま
ず、空腹時血糖値は細胞シート移植群にお
いて、血糖値の改善が見られ（図３、
p<0.05）、さらに投与後３０分でも偽手術
群に対して細胞シート移植群よりもイン
スリン抵抗性は改善傾向（有意差なし）が
確認できた。また、細胞シート移植２１日
目には、空腹時血糖値やインスリン抵抗性
も両群では有意差は確認できなかった。こ
のことは、移植後、１４日目ごろまでには
脂肪由来幹細胞からの液性因子による作
用が持続していたが、２１日目には効果が
激減したものと考えている。今後は、移植
スケジュール、移植回数などの条件検討を
行っていく予定である。 

 

 
（３） 得られた成果の国内外における位置

づけ 
 本研究は、脂肪由来幹細胞が分泌する液性
因子が脂肪細胞から分泌する炎症性サイト
カイン（悪玉アディポカイン）産生を抑制す
る作用をもつことを示唆することを明らか
にした。また、脂肪由来幹細胞を２型糖尿病
マウスに移植すると、移植後１０日目には空
腹時血糖値を有意に下げる作用をもつこと
を明らかにした。これらの成果は、いまだ、
報告されておらず、脂肪由来幹細胞が代謝異
常の改善作用をもつことを示唆しており、メ
タボリックシンドローム治療への応用など
の可能性もあり極めて新しい知見であると
考えている。 
 
 



 
（４） 今後の展望 
 今回の報告では、予備実験の段階であるの
で、結論を出すのは困難であったが、本研究
成果より、糖代謝改善には脂肪由来幹細胞が
分泌しうる何らかの液性因子が重要な役割
を果たしている可能性が示唆された。今後は、
グルコース負荷試験などの基礎データを集
積しつつ脂肪由来幹細胞による血糖値抑制
機序の解明について研究を継続させたい。 
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